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Quelques considérations sur les méthodes
spectrométriques de dosage des constituants
d’ardbmes de vanille

Dosage par spectrométrie UV : étude d’interférences, dosages simultanés
Dosage de la coumarine par spectrofluorimétrie en solution

E. Mérat et . Vogel

Laboratoire cantonal de chimie, Genéve

Interférence de la parahydroxybenzaldéhyde lors du dosage par spectrométrie
UV de la vanilline

Introduction

Le projet de chapitre 43 du Manuel suisse des denrées alimentaires (1) décrit
deux méthodes de dosage de la vanilline (ou de Iéthylvanilline) par spectrométrie
UV en solution aqueuse alcaline. Ces méthodes sont fortement inspirées des métho-
des de PAOAC (2). Il y est signalé que ce dosage doit étre effectué en I"absence de
coumarine. Mais il n’est pas fait mention d’une interférence de la p-hydroxy-
benzaldéhyde, plus fréquente que la coumarine dans les extraits ou ardmes de
vanille ou dans les sucres vanillés. Or il apparait que la p-hydroxybenzaldéhyde
peut avoir une influence non négligeable. Le dosage de la vanilline est en effet
fondé sur I’équilibre suivant (3):

KR FoRan HC-0
NG N 2y
(SR B R 0
N7 \ocH, e 7 NocH,
OH : i

On peut appliquer le méme équilibre a la p-hydroxybenzaldéhyde avec pK =
7,62 (4).

Les spectres UV des deux composés 2 pH 5 et 10 démontrent I'existence de
P'interférence (fig. 1).
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Fig. 1. Spectres UV de p-hydroxybenzaldéhyde (PHB) et vanilline (V) en solutions aqueuses ;
concentrations égales: b ug/ml

Cependant, si les deux composés obéissent a la loi de Lambert-Beer et si leurs
extinctions sont additives, on peut envisager un dosage simultané, avec mesures
aux longueurs d’onde des deux maxima:

B80S L .330 ..
D330 CPHRB ! Coup . T By L

BT 350 . ] .
D350 ge l-c i + 83 [ B,
avec:

Dyy, : densité optique mesurée 2 330 nm
D.sy : densité optique mesurée 2 350 nm

[ : épaisseur de la cuve (en cm)

cpup : concentration de la p-hydroxybenzaldéhyde (n.g/cm?)

cy : concentration de la vanilline (ng/cm?)

e330, + coefficient d’absorption spécifique de la p-hydroxybenzaldéhyde 4 330 nm
(cm®/p.g)

G coeff/icient d’absorption spécifique de la p-hydroxybenzaldéhyde a 350 nm
(cm?/p.g)

£330 . coefficient d’absorption spécifique de la vanilline 2 330 nm (cm?/p.g)

350 . coefficient d’absorption spécifique de la vanilline 4 350 nm (cm?/p.g).
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Une fois les coefficients d’absorption spécifique déterminés expérimentale-
ment au moyen d’'une droite d’étalonnage, le systéme de deux équations avec les
inconnues cpyp et cy est facile a résoudre:

On a, pour/ =1 cm

__ 0330 . 330 .

Do epup  Cpmp | fv. Sy (A)
BB 350 .

D350 €pas Cpms T Ev Oy (B)

L’équation (A) donne:

Dagp — 8:{3,30’ Cv . . :
CpHB = - (C), qui est introduit dans (B):
®puB
i Do 1880« o
D350 — 330 il i v + g350 .
PHB £330 v W
: PHB
et ’on obtient:
$80°7 1Ty, 6L SHEG AT
2 <.+ Eppn D 350 EpHB D 330 (D)
Vo T Te8B0 o880 . 880 . o850
v PHB v PHB

La concentration en vanilline est donnée en introduisant les valeurs mesurées
dans I’équation (D).

Pour déterminer la concentration en p-hydroxybenzaldéhyde, on introduit la
valeur de ¢, trouvée en (D) dans I’équation (C).

. Partie expérimentale
Réactifs

Vanilline, Fluka, puriss.
p-Hydroxybenzaldéhyde, Fluka, purum.
Hydroxyde de sodium, Merck pro anal.
Ethanol, rectifié par distillation.

Appareillage

Spectrophotometre UV-visible, Perkin Elmer 124 ou équivalent, muni d’un
enregistreur graphique.
Cuves de quartz de 1 cm.
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Mode opératoire

On procéde selon (2) en prenant comme «blanc» le mélange des réactifs purs.

Les solutions-méres des produits purs sont préparées par dissolution de 100 mg
de vanilline, respectivement de p-hydroxybenzaldéhyde, dans 5 ml d’éthanol, puis
dilution & 100 ml avec de l’eau. Les courbes d’étalonnage sont établies (domaines
de concentrations: voir résultats) aux deux longueurs d’onde de 330 et 350 nm
pour chaque solution (contenant 2 ml d’hydroxyde de sodium 0,1 N pour 100 ml).
La pente des droites d’étalonnage permet de calculer les coefficients d’absorption
spécifique.

Pour les mélanges, on procéde de la méme maniere, en effectuant pour chaque
échantillon deux mesures, a 330 et 350 nm. Pour calculer les concentrations en
vanilline et p-hydroxybenzaldéhyde des solutions examinées, on introduit les
valeurs des densités optiques mesurées, Dsgg et Dgzo, dans les équations (C) et (D)
du paragraphe introduction.

Résultats

Nous avons établi les droites d’étalonnage selon la méthode décrite ci-dessus
pour des concentrations variant de 1 a 5 pg/ml pour la vanilline et de 0,3 & 1,0
ng/ml pour la p-hydroxybenzaldéhyde. Ces mesures ont permis de calculer les
coefficients d’absorption spécifique suivants:

8330 8350
Vanilline 0,10 0,16
p-hydroxybenzaldéhyde 0,20 0,08

En nous fondant sur les valeurs ainsi obtenues, nous avons entrepris de doser
simultanément les deux constituants dans des solutions les contenant en propor-
tions semblables a celles qu'on peut trouver dans des extraits naturels, c’est-a-dire
ayant un pourcentage relatif de p-hydroxybenzaldéhyde voisin de 7,5 (5).

Ce pourcentage se calcule de la maniére suivante:

0/0 PHB i CpPHB 100

[}
CpuB 7 Cvy

Les résultats figurent dans le tableau 1. A titre de comparaison, les valeurs obte-
nues selon la méthode prévue dans le Manuel suisse des denrées alimentaires, avec
droite-étalon (1, 2), sont indiquées dans le méme tableau.
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Tableau 1. Dosage de la vanilline et de la p-hydroxybenzaldéhyde

Concentration Détermination par Détermination
réelle systéme d’équations selon (1) et (2)
(ng/ml) /,PHB (ug/ml) (ug/ml)

CPHRB ey CPHB oy CPHB Sy
0,5 2,0 20 0,56 2.0 2,3

0,25 3,75 6,25 0,30 3,94 d,t“"“. ) 4,15

0,5 5,0 9,1 0,55 5,24 | FEVICES 5,55

Erreur sur la détermination (%)

20 12 0 15

6,25 32 5 d,t“"“. , 10

9,1 11 4,8 e 11

Ces résultats montrent que le calcul par le systéme d’équations permet une
nette diminution de Perreur sur le dosage de la vanilline en présence de p-hydro-
xybenzaldéhyde dans des solutions ne contenant que ces deux constituants.

Interférence de la coumarine lors du dosage par spectrométrie UV de la vanilline

Dans les conditions de dosage de la vanilline selon (1) et (2), a pH 9—10, la
coumarine s’hydrolyse selon

O
I
A T A
s Kt o) e i o e
S il N N
S NG \/ oH
O
coumarine acide coumarique

La spectrométrie UV permet de suivre cette hydrolyse (fig. 2). Il semble exclu
de pouvoir travailler de maniére assez rapide et reproductible pour éviter I’inter-
férence vanilline-coumarine, bien que le coefficient d’absorption spécifique de
Pacide coumarique soit cinq fois moindre a 350 nm que celui de la vanilline. Il
est néanmoins possible de doser la coumarine en présence de vanilline par spectro-
fluorimétrie.
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Fig. 2. Hydrolyse de la coumarine Fig. 3. Spectres d’absorption (execitation)
en milieu alecalin; évolution du et de fluorescence aprés hydrolyse alca-
spectre d’absorption UV en fone- line de la coumarine.

tion du temps.

Dosage spectrofluorimétrique de la coumarine

Introduction

Déja en 1950, R.-H. Goodwin et F. Kavanagh (6) signalent la fluorescence
verte de la coumarine aux pH supérieurs a 10. Depuis, de nombreux auteurs ont
¢tudié et utilisé 2 fin d’analyse qualitative ce phénomene (1,7, 8). E. Martin et
C. Berner (9) proposent une méthode de dosage par mesure de la fluorescence in
situ, aprés chromatographie sur couche mince.

Nous utilisons une méthode de dosage de la coumarine contenue dans des
arbmes et denrées alimentaires par spectrofluorimétrie en solution.

Partie expérimentale
Réactifs

Coumarine, pure, Givaudan

Silicagel GF 254, Merck pour chromatographie sur couche mince
Hydroxyde de sodium, Merck pro anal.

— solution d’hydroxyde de sodium: 1N dans I’eau distillée
Acide perchlorique, Merck pro anal.

— solution d’acide perchlorique: 10% dans 1’eau distillée
Ethanol, pur, rectifié par distillation

Chlorure de méthyléne, pur, rectifié par distillation
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Chloroforme, pur, rectifié par distillation
n-Hexane, pur, rectifié par distillation
Acétate d’éthyle, pur, rectifié par distillation.

Appareillage

Spectrofluorimétre, Hitachi-Perkin Elmer 204 ou équivalent, muni d'un enregi-
streur graphique.

Cuves de quartz pour spectrofluorimétrie, 10 mm

Appareils d’extraction liquide-liquide en continu par perforation (10)

Matériel pour chromatographie sur couche mince, avec lampe UV et cuves de
type «sandwich».

Mode opératoire

Les mesures spectrofluorimétriques se font en milieu alcoolique alcalin: hydro-
xyde de sodium 0,1 N dans I’éthanol a 80 vol%o. Les solutions-étalons de 1 a 50
ng/ml sont préparées a partir d’une solution-mére alcoolique a 0,5 mg cou-
marine/ml que 'on dilue avec de I’alcool ethylique et de I’hydroxyde de sodium
IN. Il importe d’attendre environ 30 minutes avant d’effectuer une mesure, afin
que ’hydrolyse du cycle lactonique soit quantitative et que I'on obtienne des
résultats reproductibles. Les spectres présentent une absorption maximale a 365 nm
et une fluorescence maximale a 495 nm (fig. 3).

Dans les conditions définies ci-dessus, on peut travailler prés du milieu de
’échelle de sensibilité de ’appareil (sensitivity 8>X1) de fagon a ce que la mesure

[Flnorescence

0,8f
0,7

0,6

0,5
0,4r

NE
03 /
0,2} /
01 F
A ; g Co.nceniruﬁnn
10 20 30 40 50 (ng /mi)

Fig. 4. Dosage spectrofluorimétrique de la coumarine; droite d’étalonnage IFluorescence = f(con-
centration) ig.. 365 nm i,,.1 495 nm; sensibilité 8X 1, solution Ethanol 80%, NaOH N/10.
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a blanc reste négligeable tout en assurant une bonne sensibilité (voir fig. 4: droite
d’étalonnage).

Avant de procéder au dosage de la coumarine contenue dans les ardmes ou les
denrées alimentaires, il convient de s’assurer par chromatographie sur couche
mince de I’absence de substances interférentes, particuliérement de coumarines
substituées, dans ’aré6me ou I’extrait.

Les conditions suivantes nous ont permis d’obtenir une bonne séparation d’in-
terférents possibles:

Support: silicagel GF 254, épaisseur: 0,5 mm

Solvant de migration: n-hexane + acétate d’éthyle (5 + 2)

Révélation: hydroxyde de sodium a 10% dans I’alcool; les taches fluorescentes
sont visibles sous UV a 366 nm

Résultats:
Substance Rf Afluorescence
Coumarine 0,46 495 nm
6-méthylcoumarine 0,50 510 nm
6-éthylcoumarine 0,56 + 0,64 510 nm

La dihydrocoumarine, la 3-méthylcoumarine, la vanilline ne présentent pas
de fluorescence verte dans nos conditions de travail.

Pour doser la coumarine dans les ar6mes et eaux-de-vie, il suffit de diluer le
produit & analyser de fagon a se mettre dans les conditions décrites ci-dessus pour
les solutions-étalons et permettant la mesure spectrofluorimétrique. Dans le cas
de denrées complexes, il convient tout d’abord d’en extraire la coumarine.

Voici les conditions qui nous ont permis d’extraire la coumarine des produits
laitiers, tels que glaces, yoghourts, desserts:

On traite 50 g de produit homogéne par 100 ml de solution aqueuse d’acide
perchlorique. Aprés agitation, on centrifuge. La solution perchlorique est ensuite
soumise a une perforation par le chlorure de méthyléne pendant au moins 4 heures.
On recueille le chlorure de méthyléne et concentre I’extrait par évaporation a
40°C. On peut alors procéder a la chromatographie sur couche mince. En [’absence
d’interférences, ’extrait concentré (0,5 ml) est directement repris par la solution
alcoolique d’hydroxyde de sodium 0,1 N et la coumarine est dosée par spectro-
fluorimétrie. En cas de présence d’interférents, il convient de récupérer le spot
di 2 la coumarine, puis de I’éluer au moyen d’un dispositif approprié (9, 11).
L'usage d’étalons internes de coumarine permet de vérifier le rendement de Iex-
traction (80%0 pour 1 ppm de coumarine).

Cette technique est notablement plus rapide, sensible et spécifique que la chro-
matographie en phase gazeuse.
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Résultats

La méthode a été appliquée au dosage de la coumarine dans diverses denrées
et arOmes avec les résultats suivants:

arome cerise A 1,0%0
arome cerise B 7,2%0
arome toffee-cacao 4,4%0
arbme noix de coco 13%
yoghourt, ardme caramel 0,9 ppm
dessert caramel non décelé
bitter aux herbes non décelé
vodka A 19 ppm
vodka B 8,3 ppm
Résumé

On étudie certaines interférences rencontrées lors du dosage par spectrométrie UV de
la vanilline et un dosage simultané de la vanilline et de la p-hydroxybenzaldéhyde par
cette méthode. On décrit une méthode de dosage spectrofluorimétrique de la coumarine
dans les ar6mes et les denrées alimentaires.

Zusammenfassung

Manche Storungsméglichkeiten der UV-spektrometrischen Bestimmung von Vanillin
und ein gleichzeitiges Bestimmungsverfahren von Vanillin und p-hydroxybenzaldehyd
werden diskutiert. Eine spektrofluorimetrische Bestimmungsmethode von Cumarin in
Lebensmitteln und Aromastoffen wird beschrieben.

Summary

Some interferences met during the UV spectrometric determination of vanillin, and
a simultaneous of vanillin and p-hydroxybenzaldehyde by that method are discussed.
A spectrofluorimetric method for quantitative determination of coumarin contained in
foodstuffs and flavouring substances is described.
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